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大 鼠 胰 岛 甲 硫 氨 酸 脑 啡 肽 免疫 
细胞 化 学 的 阳性 显示 
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摘 要 
率 实 验 用 免疫 网 胞 化 学 PAP ERRORS BU. ARRAY, BK, i 

FREMRI HE, ROE ARES ASA, TS SORE eee, 起 据 文献 报 

i, RAS AULA A Ra HE, «RS A oP i 00 Bee a 

PA CALI RM AIT a) PE BL Ay Bs, BS EE RA SS OK EB A i 

Wd aT Mase TT igit, 

SBI: PAAS PRAAN, Ste on ky 

2 on BE RS PS) 2 a a PA a AA, B, Ds PP 等 细胞 ， 它们 可 分 
别 释 放 胰 高 血糖 素 〈GLU) ， WEZ (INS); +E KIN (SOM), ESk CPP) 等 。 
血糖 水 平和 植物 神经 则 对 这 些 内 分 小 细胞 的 功能 活动 进行 调节 。 

近年 来 ， 随 着 免疫 细 耻 化 学 的 发 展 ， 先 后 有 实验 证 实 ， 胰 岛 内 分 这 细胞 中 ， 跌 全 上 
述 激 素 外 ， 还 会 有 BB- 内 啡 肤 CGrubeS$), BRAK 《Feuric 等 ), amkk (Cetin), P% 
fk (Rombout 锋 ) ， 由 此 看 来 ， 重 岛 内 分 涪 细 胞 中 确实 存在 一 些 与 神经 系统 中 的 苗 节 递 
质 相同 的 物质 。 

本 实验 用 免疫 细胞 化 学 PAP 法 和 免疫 金 银 法 ， 在 研究 大 鼠 胰 岛 内 分 泌 细 胞 构筑 时 ， 
发 现 胰岛 A 细 胞 呈 甲 琉 氨 酸 脑 啡 肽 (M-ENK) 阳性 反应 。 对 此 ， 本 文 进行 了 分 析 讨 论 。 


材 料 和 方法 


一 、 动 物 及 取材 : 

Wistar KAR 4R, EI “VRE BRT. BAR, 在 Bouin 固定 液 中 
前 成 小 抉 后 ， 轿 定 4 小 时 。 继 之 ， 脱 水 ， 透 明 ， AR, 5k 连续 切片 ， 分 别 编号 粘 
贴 在 涂 有 和 铬 矶 明 胺 的 载 玻 片 上 。48 乞 温 箱 放 置 过 夜 。 
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二 、 试 剂 : 

piP MRE kpi Aali- -ENGO Liumunonuclear 公司 产 ， BRS 
血糖 素 抗 血清 〈Anti-GLU)》 系 Amersham AAP; 羊 抗 免 lx&， 中 国医 科 院 基础 医学 
研究 所 免疫 室 提供 过 氧化 物 酶 一 免 抗 过 氧化 物 酶 复合 体 (PAD 由 同济 医大 附属 同济 
医院 提供 。 葡 欧 球 菌 A 蛋白 (PA)， 上 海 生物 制品 所 产 。 金 慰 PA 为 本 组 1987 年 12 趾 制 
备 。M-ENK 纯 抗原 ，Sigma 公司 产 。 正 常 免 血清 由 本 室 戴 晓 痢 老师 提供 。 

三 、 免 疫 细胞 化 学 (简称 ICC) 染色 反应 步骤 ， 

1.PAP 法 : DH HB, HO, 10 分 钟 。 国 含 0.2 2 Triton X—1000. 1M 
PBS yio gh, © 0.0147 PBS 稀释 的 1 站 正常 小 后 血清 对 闭 10 分 钟 。 回 一 抗 且 育 ( 稀 
释 度 见 实 验 分 组 ) 4 *C，48 小 时 后 ， 室 温 2 小 时 。 人 二 PBS 漂洗 5 分 钟 ， 换 3 次 ， 用 羊 搞 
file (1 :40) REF, 32°C, 454p Ml ay PBS 漂洗 后 ， 入 1:40PAP，32"C，45 分 
sh, @PBSBVE, A0.05%DAL (1BS 稀 释 ) 进行 基色 反应 ，15 一 25 分 钟 ， 阳 性 反应 
出 现 后 ，TBS 洗 去 DAB。 然 后 ， 瞳 水 ， 透 明 ， 树 胶 封 片 。 

2 ,免疫 金 恨 法 ， 步 又 全 国电 加 同上 上 上。 二 入 用 TBS 漂洗 5 分钟 ， 换 3 次 后 ， 分 别 用 
1 %% 竹 10%TBS 稀 有 释 的 秘 消 蛋白 封闭 10 分 钟 。 园 入 1:10 金 标 bA (15nm)， 室 温 2 小 时 。 
二 先后 用 TBS ARK BYES, HOEK EYE TIE, kta, Mik, 
EHH, PIRATE. 

四 、 实 验 分 组 : 

1 实验 组 ，A) 用 Anli-M-ENK 抗 血清 分 四 个 稀释 典 组 (1 : 1000; 1 : 1500; 
1:2000; 112500) 对 切片 进行 CC 染色 ，B) 取 与 上 述 切片 相 邻 的 切片 ， 用 Anti-GLL 
抗 血清 对 其 进行 蕊 CC 沫 色 。 

。 2. 阴 性 对 照 组 ， 将 正常 免 血 消 分 为 四 个 稀释 典 组 (1:500; 1:1000; 1:1500; 
1:2000) 对 切片 进行 ICCH EA, 

3. 中 和 对 照 组 ， 用 纯 M-ENK 抗原 以 每 训 升 100kg 的 NM-ENK 对 上 述 各 稀释 工 

Anti-M-ENK 抗 血清 进行 中 和 ， 过 夜 ， 离 心 后 取 上 清 液 对 切片 进行 1CC 菜色 。 


结 果 


用 四 种 不 同 稀释 度 Anti-M-ENK 抗 血清 对 4 RAE 胰腺 石 REDD BEAT ICC 染色 
后 ， 均 在 胰岛 周边 显示 出 数量 较 多 ， 环 胰岛 排列 的 阳性 细胞 ， 取 与 之 相 邻 的 经 过 人 Anli- 
GEU 抗 血清 处 理 的 ICC 染 色 的 切片 进行 对 比 ， 上 述 两 种 抗 血 清 的 反应 都 发 生 在 同一 种 细 
胞 一 一 即 胰岛 A 细胞 内 { 见 图 1， 图 2)。 

在 PAP 反 应 强度 方面 ， 用 Anti-M-ENK 抗 血 清 显 示 的 切片 明显 较 Anti-GLU ii 
清 显 示 的 结果 轮 ， 提 示 么 细胞 中 两 种 物质 的 含量 有 一 定 差距 。 为 了 提高 Anu-M-ENK 
吃 ICC 染 色 的 阳性 显示 效果 ， 我 们 采用 了 免疫 金 银 法 。 与 PAP 法 相 比 ， 用 该 法 显示 的 结 
果 更 为 令 人 满意 。 

用 四 个 不 同 稀释 度 的 正常 免 血 请 进行 的 替代 一 抗 的 对 巾 切 片上 , 我 们 发 现 除 1 : 500 
浓度 组 切片 胰岛 和 细胞 呈 弱 阳性 反应 外 ， 其 余 三 组 切片 均 呈 阴性 反应 。 这 与 Grubc 等 报 
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道 的 现象 相似 。 说 明 在 进行 胰岛 细胞 ICC 显 示 时 ， 必 须 用 高 稀释 度 抗 血 消 来 回避 这 种 假 
阳性 反应 的 结果 发 生 。 








B1l—d 说 明 : 

KARAS PRR RAR (M-EN paai (GLU) Ah eee, xia 
Mik S3ptoh (hud hee PR EEM-ENK (9 13,GLU (H2); 用 PAP 法 显示 M-ENK 
(83), GLU (H4). tH 600x, RHBRRW PHAR wR BAM Hh 
HELTRE mE, WAR AM. l 


中 和 对 照 组 用 线 半 -ENK 对 Anti~-M-ENK 抗 血清 进行 中 和 后 ， 所 进行 的 ICC 染色 的 
切片 中 ， 胰 岛 和 细胞 呈 明 性 反 度 结果 。 说 明 该 抗 血清 对 M-EKK 有 高 度 免 疫 活 性 。 


wt 论 

用 Anti-M-ENK 和 Anti-GLU 两 种 抗 血 清 对 4 只 大 鼠 膜 腺 切片 进行 ICC 染色 ， 两 种 
WH (PAP 法 ， 竟 疫 金 银 法 ) 均 能 在 胰岛 A 细胞 显示 M-ENK 的 阴性 反应 。 对 此 ， 我 
们 认为 有 如 下 问题 值得 讨论 ， 

1 ， 因 文献 提出 胰岛 A 细胞 共有 一 定 的 非特 异性 结合 能 力 ， 在 使 用 1 : 600 左 右 正 
常 免 血 清 处 理 的 [CC 染色 切片 中 会 出 现 假 阳性 结果 。 本 实验 用 正常 免 血清 殖 代 一 抗 处 更 
对 照 切片 的 结果 也 说 明了 这 一 点 。 为 此 ， 我 们 采用 提高 一 抗 稀释 度 的 办 法 ， 来 显示 反应 
的 特异 性 。 经 过 使 用 1 : 2500 稀 释 的 Anti-M-ENK HERBOD, oak ICC 反应 
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阳性 ， 而 在 1 : 1000 以 上 正常 免 血 清 处 理 ICC 反 应 切片 中 ， 假 阳性 反应 消失 ， 说 明 关于 
非特 异性 结合 的 问题 可 能 被 排除 。 

2. 交 叉 反 应 问题 ， 因 有 人 报道 ， 胰 岛 A 细 胞 内 有 B- 内 啡 肽 和 强 啡 肽 存在 ， 而 这 两 
种 肤 类 物质 与 脑 啡 肤 都 有 相似 之 处 ， 它 们 之 闻 是 否 存 在 交叉 反应 问题 应 该 予以 重 祝 。 但 
艾 民 康 ， 赵 较 千 等 根据 实验 资料 分 析 ， 得 出 结论 ， 尽管 M-ENK 与 和 -内 春 肚 的 部 分 片 
段 序列 相同 ， 但 彼此 间 并 不 存在 交叉 反 永 ， 或 交叉 反应 甚 微弱 。 

另外 ， 强 啡 肽 的 三 种 亚 型 虽然 都 具有 与 脑 啡 肽 相同 序列 的 片段 ， 但 Cetin 等 1983 年 
做 胰岛 免疫 细胞 化 学 实验 前 对 多 种 抗 血 清 的 中 和 试验 结果 表明 ，Anti-M-ENK 抗 血清 
不 能 够 识别 强 啡 肽 ， 反 之 亦 然 。 

3。Timmers 等 对 胰岛 M-ENK 进行 定量 观察 的 同时 ， 用 PAP 法 ， 又 在 胰岛 了 细胞 
内 观察 到 M-ENK 的 阳性 反应 。 因 此 他 认为 胰岛 中 的 ENK 物质 与 胰岛 素 共 存 于 PB 细胞 
内 。 

本 实验 用 高 稀释 度 抗 血清 ， 在 4 具 大 鼠 胰 腺 石蜡 切片 上 ， 用 两 种 不 同 的 免疫 细胞 化 
学 方法 ， 在 胰岛 A 细胞 内 均 显 示 出 M-ENK 的 阳性 反应 。 这 种 与 Timmers 等 人 报道 的 结 
果 不 同 的 原因 ， 还 有 待 于 进一步 探讨 。 

近年 来 ， 先 后 有 文献 报道 ， 在 胰岛 A 细胞 内 有 了 -内 趴 肽 ， 淹 啡 肽 ， 本 实验 发 现 大 
鼠 胰 岛 A 细 胞 内 存在 M-ENK 的 阳性 免疫 细胞 化 学 反应 。 对 这 些 物质 共存 的 现象 还 不 能 
很 好 解释 。1981 年 ， Teitclman 等 提出 小 鼠 胰 高 血糖 素 细胞 可 能 是 由 多 巴 胺 能 神经 元 转 
变 而 来 ， 这 为 A 细胞 内 神经 递 质 的 共存 现象 ， 从 发 生 学 上 提供 了 一 些 可 以 解释 的 依据 。 

至 于 大 鼠 胰 岛 A 细 胞 内 M-ENK 存在 的 功能 意义 ， 日 前 尚 不 清楚 。 鉴 于 胰岛 在 发 生 
学 和 分 说 功能 上 都 不 是 一 个 简单 的 器 官 ， 其 内 分 泌 细 胞 之 闻 又 存在 较 多 的 链 孙 连接， 因 
此 推测 ，A 细胞 内 的 M-ENK 和 其 它 神经 肽 样 物质 可 能 参 入 胰岛 的 内 分 泌 功 能 的 调节 ， 
而 且 很 可 能 在 旁 分 沁 或 自分 刻 调 节 机 制 中 起 重要 作用 。 我 们 将 对 这 一 推测 开展 进一步 实 
验 研 究 。 
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THE POSITIVE IMMUNOCYTOCHEMICAL REACTION 
OF MET-ENKEPHALIN IN LANGERHAN ISLET OF RAT 


Liu Shenghong Zhang Yilong Li Zhaochun 
Liu Zilong Xiao Dacheng Wang Qinglang 
¿Tongji Medical University, W uhar} 


Neighboring paraffin sections of pancreas of rat were performed with im- 
munocytochentistry (PAP mcthod and protein A gold-silver method). lt was 
found that posilive immunocytochemical reaction of Met-enkephalin and glucagon 
appeared in the same cells (i.c. A cell) of cudoerine pancreas after a serics of 
test for specificily of the reaction, According to some works reported previo- 
usly, some olher regulative seuropeptides exist in endocrine paucrcas loo, it 
could be concluded that the function of islet may be affccted by a complicated 
neuro-humoral regulative system (including paracrine and autocrine regulation). 
The meaning of the coexistanee of Met-cenkephalin with other neuropeptides in 
the glucagon cell of Langerhan islet were discussed, 


Key words, A cell of islet, Met-enkephalin, Immunocytochemisiry 
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